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Se optimizaron condiciones para la producción de lacasa por Tra-
metes villosa mediante la metodología de superficie de respuesta:
relación C:N, nivel de Cu+2 (mM) y tiempo de fermentación. El ex-
tracto crudo se inoculó en vinaza diluida al 25% y se evaluó el
cambio en algunos parámetros de calidad de agua residual. La op-
timización produjo un aumento en la actividad de lacasa de 2,86
veces con respecto al medio no optimizado. Se observó reducción
en los valores de DQO, fenoles y color en la vinaza tratada de
46,33%,  73,98% y  52,87% respectivamente.  El  pH aumentó  de
6,50 a 6,57 y la actividad enzimática mostró un marcado aumento
en medio con vinaza. Se confirma la utilidad de la metodología de
superficie de respuesta en la optimización de condiciones en pro-
cesos de fermentación.
Palabras clave: Residuo; Carga orgánica; Diseño de Box-Behnken.
Abstract
Optimization  of  conditions  for  the  production  of  laccase  by
Trametes  villosa (Sw.)  Kreisel  and  its  application  in  the  bio-
treatment of sugar cane vinasse
Selected  conditions  for  laccase  production  by  Trametes  villosa
were optimized by surface response methodology: C:N ratio, Cu+2
level (mM), and fermentation time. The crude extract was inocu-
lated on 25% (v/v) diluted sugarcane vinasse and some residual
water quality parameters were evaluated. A 2.86-fold increase in
the enzymatic activity was obtained upon optimization. Reduction
of  COD,  phenol  and  color  values  on  the  treated  vinasse  were
46.33%, 73.98% and 52.87% respectively. pH increased from 6.50
to 6.57 and laccase enzymatic activity in vinasse media increased
considerably. The advantage of surface respond methodologies for
optimization of fermentation conditions is confirmed.
Key words: Residue; Organic load; Box-Behnken design.
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Introducción
Las vinazas son el principal residuo del proceso
de  destilación  para  la  obtención  de  bebidas  al-
cohólicas.  Existen  distintos  tipo  de  vinazas  de
acuerdo con su origen: vinazas de caña de azúcar,
vinazas de remolacha, vinazas tequileras y mezca-
leras (Moran-Salazar  et al. 2016). Independiente-
mente de su tipo, representan un problema de ma-
nejo agroindustrial por su carácter recalcitrante y
por la elevada proporción en la que se producen
(Tapie 2015, Morán-Salazar  et al. 2016). Poseen
una elevada carga orgánica, un pH muy ácido, ele-
vada concentración de sólidos totales y color os-
curo  (Ahmed  et  al. 2013,  Morán-Salazar  et  al.
2016).  Si  las  vinazas  no  se  manejan  adecuada-
mente pueden afectar las aguas superficiales, sub-
terráneas y el manto freático. La elevada carga or-
gánica causa eutrofización, aumento de tempera-
tura  y  reducción  del  oxígeno  disuelto  (Cabrera-
Díaz et al. 2014, Ferreira et al. 2013). 
Según  Rajasundari  &  Murugesan  (2011)  y
Chanfón  &  Lorenzo  (2014),  el  color  oscuro  se
asocia a la presencia de varios compuestos entre
ellos melanoidinas,  fenoles,  caramelos  y deriva-
dos  del  furano.  Las  melanoidinas  y  los  fenoles
presentes en las vinazas pueden ser tóxicos para la
microbiota  en  suelos  y  aguas;  el  color  oscuro
puede bloquear el paso de la luz en ríos y cursos
de agua donde sean vertidas, afectando la fotosín-
tesis (Agarwal  et al. 2010, Rajasundari & Muru-
gesan 2011, Ferreira et al. 2013). 
Una  de  las  alternativas  de  biotratamiento  y
valorización de vinazas es la fermentación anaero-
bia para la producción de biogás (Christofoletti et
al. 2013, Chanfón & Lorenzo 2014, Rodríguez &
Hu 2017).  La  valorización  de las  vinazas  se  ha
potenciado con tratamientos aerobios. Los proce-
sos  aerobios  pueden  utilizarse  como  pretrata-
miento o como postratamiento (Mikucka & Zie-
lińska 2020). Algunas opciones de pretratamiento
se fundamentan en el efecto negativo que tienen
monómeros  fenólicos  presentes  en  la  vinaza,
sobre el crecimiento de los organismos metanogé-
nicos (Kayembe et al. 2013). La coloración oscura
permanece después de la fermentación anaerobia,
por  lo  cual  el  postratamiento  aerobio  se  dirige
hacia  la  biodegradación  de  las  melanoidinas.
Lacina  et al. (2003), Kharayat (2012) y Vilar  et
al. (2018) documentan el uso de hongos de pudri-
ción  blanca  en  el  biotratamiento  de  vinazas  en
procesos aerobios simples o en procesos combina-
dos como alternativa de tratamiento.
Estos procesos son posibles gracias a los siste-
mas  enzimáticos  fúngicos  extracelulares  y  no
específicos,  que biotransforman una variedad de
compuestos  recalcitrantes  (Harms  et  al. 2011,
Deshmukh  et al. 2016, Ellouze & Sayadi 2016).
También se aplican pretratamientos con enzimas
extracelulares lignolíticas para potenciar la acción
de celulasas sobre residuos sólidos como pajas o
rastrojos (Wang Y. et al. 2018).
Las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol:dioxígeno
oxidorreductasas) constituyen uno de los sistemas
enzimáticos,  relacionados  especialmente  con  la
degradación aerobia de fenoles y la decoloración
de residuos agroindustriales (Selvam  et al. 2012,
Bernats  &  Juhna  2015,  Kumar  &  Thankaman
2016). Estas polifenoloxidasas contienen cobre y
catalizan la formación de agua por reducción del
oxígeno molecular y la oxidación de un electrón
en el sustrato (Shraddha et al. 2011, Arregui et al.
2019). 
En Panamá, el manejo de las vinazas de caña
de azúcar representa un reto. Sin embargo, no se
han explorado opciones de desarrollo tecnológico
que apliquen las capacidades biotransformadoras
de la biodiversidad fúngica nativa para el biotrata-
miento y valorización de vinazas. Dentro de esta
biodiversidad  se  encuentra  el  hongo  lignolítico
Trametes villosa (Sw.) Kriesel. El uso del género
Trametes Fr. en experimentos a escala de labora-
torio, para la bioprospección de actividades enzi-
máticas  con  fines  de  biorremediación  ha  sido
reportado por distintos autores (Yamanaka  et al.
2008, Selvam  et al. 2012, España-Gamboa  et al.
2016). Nuestro grupo de investigación cuenta con
algunas cepas nativas, entre ellas la cepa Trametes
villosa LG 72 en condiciones de conservación en
cepario y cultivo in vitro en distintos medios, que
ha  sido  evaluada  en  ensayos  de  adaptación  en
medios de cultivo con vinazas de caña de azúcar
(Caballero et al. 2018).
Por lo anterior, el presente trabajo propuso el
biotratamiento de vinazas con extractos crudos de
la cepa LG 72, previa optimización de condicio-
nes de cultivo para la  producción de lacasa.  La
optimización se realizó mediante la metodología
de análisis de superficie de respuesta (MSR), con
la cual se puede determinar el efecto combinado
de distintos factores que inciden en las variables
dependientes  (Jiménez-Careaga  2015,  Warda  et
al. 2016).  Por  su  parte,  el  biotratamiento  de  la
vinaza se evaluó en función de algunos paráme-
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tros de calidad de agua residual de acuerdo con el
Reglamento Técnico DGNTI-COPANIT 35-2019
(Gaceta Oficial Digital 2019).
Material y métodos
Cepas
Se utilizó la cepa LG 72,  Trametes villosa (Sw.)
Kreisel  Polyporales,  con  generales  de  colecta  e
identificación descritas previamente (Caballero et
al. 2018). Especímenes frescos se conservaron a
24 °C con iluminación y oscuridad alternada de
12 horas y transferencias periódicas cada 20 días
en medio agar papa dextrosa y medio basal para
basidiomicetos  con agar al  2% (Gutiérrez  et  al.
2015). La composición del medio basal (g/L) fue:
KCl 0,5,  MgSO4•7H2O 0,5,  FeSO4,  ZnSO4,  Cu-
SO4•5H2O (0,01 de cada uno), KH2PO4 1,0, tiami-
na 0,001, asparagina 2,0,  Glucosa 10,  en 1L de
agua destilada. Paralelamente, la cepa se conservó
en medios agar papa dextrosa y basal con vinaza
diluida en agua desionizada al 25% v/v.
Muestras de vinaza 
La muestra de vinaza fue obtenida de la Central
Industrial Chiricana S.A. Los recipientes plásticos
con la vinaza se almacenaron a -5 °C. Para prepa-
rar los medios de conservación in vitro y los reac-
tores, la vinaza fue tamponada a un pH de 6,5, se
centrifugó a 5.000 rpm a temperatura ambiente y
finalmente se diluyó al 25% v/v. En todos los ca-
sos se utilizó agua desionizada.
Análisis de la vinaza
La muestra de vinaza fue analizada antes y des-
pués del biotratamiento de acuerdo con los proce-
dimientos estándar (AOAC 2005, APHA-AWWA-
WEF 2017) para los siguientes parámetros de cali-
dad:  pH,  DQO y fenoles.  La  determinación  del
color y el cálculo del porcentaje de decoloración
después del biotratamiento se realizaron de acuer-
do con Pakshirajan & Radhika (2013) y Vilar  et
al. (2018),  utilizando un espectrofotómetro Ther-
mo  Scientific  BiomateTM 6  y  una  longitud  de
onda de 420 nm. Las muestras se analizaron por
triplicado. 
Condiciones de cultivo
El inóculo se preparó a partir de la cepa cultivada
in vitro en medio basal, resuspendiendo el conte-
nido de una placa Petri en sendos matraces de cul-
tivo celular de 250 mL que contenían 50 mL de
medio basal sin agar, con pH ajustado a 6,5 y pre-
viamente esterilizado a 121 °C. Los matraces fue-
ron cubiertos con tapones de espuma sintética es-
terilizados y se agitaron a 120 rpm y 33,6 °C, en
períodos  alternados  de  luz  y  oscuridad  por  10
días. Estas condiciones se establecieron en experi-
mentos realizados con anterioridad (De Gracia &
Navarro 2013). 
Los reactores se prepararon utilizando 50 mL
de  medio  basal,  en  matraces  de  cultivo  celular,
con glucosa y cloruro de amonio como fuentes de
carbono y de nitrógeno respectivamente. La rela-
ción C:N y el tiempo de fermentación se estable-
cieron  en  los  experimentos  de optimización.  La
selección de estas fuentes se verificó en un estu-
dio previo (Aparicio  et al. 2013). El resto de las
condiciones fueron idénticas a las utilizadas para
la preparación del inóculo, del cual se adicionó 20
mL a cada matraz. 
Optimización  de  las  condiciones  para  la
producción de lacasa
Se empleó un diseño Box-Behnken para evaluar el
efecto de tres  factores (tiempo de fermentación,
relación C:N y nivel de Cu+2 mM). Se consideró el
cobre divalente por su efecto estimulante sobre la
producción  de  lacasa  (Viswanath  et  al. 2014).
Cada factor se representó en tres niveles como se
muestra en la tabla 1. Las muestras se colectaron a
los 10, 20 y 30 días. Los contenidos de los matra-
ces se filtraron a través de papel Whatman 3 y se
colocaron en tubos con tapa de rosca a temperatu-
ra de 7 °C.
Factor Código Unids.
Nivel
bajo (-1) medio (0) alto  (+1)
Tiempo A Días 10 20 30
Relación C:N B - 10 20 30
Nivel de [Cu+2] C mM 0 1 2
Tabla 1. Factores analizados mediante en experimentos de opti-
mización y sus niveles.
Table 1. Levels of the studied factors in the optimization experi-
ment.
El diseño, análisis estadístico y elaboración de
los gráficos de superficie y de contorno se realiza-
ron  con  el  software  Design  Expert®  v10.0.1.0
(Stat Ease Inc. USA). Se propuso un polinomio de
segundo  orden  para  explicar  la  producción  de
lacasa: 
Y =β0+∑ βi X i+∑ β ii X i
2
+∑ β ij X i X ji
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Donde Y es la actividad volumétrica, β0   corres-
ponde  al  intercepto,  βi,  βii,  βij corresponden  a  los
coeficientes  lineales,  cuadráticos  y  de  interacción
respectivamente;  X  corresponde  a  los  factores  o
variables  independientes  (Zhang  et  al. 2012,  Si  &
Cui 2013).
Análisis enzimático
Para la determinación de la actividad volumétrica
de la lacasa (U/L), se utilizó como sustrato la si-
ringaldazina (Madhavi & Lele 2009) según el mé-
todo espectrofotométrico  continuo reportado por
Palmieri et al. (1998). 
Biotratamiento de la vinaza
Una vez que se establecieron las condiciones ópti-
mas para la producción de lacasa y manteniendo
el resto de las condiciones se prepararon reactores
en matraces de cultivo celular de 250 mL por tri-
plicado para la producción del extracto enzimático
crudo. Al final del proceso los contenidos de los
matraces se filtraron a través de papel Whatman 3
y se colocaron en tubos con tapa de rosca a tem-
peratura de 7 °C. Se midió la actividad enzimática
como validación  de  los  resultados  de  optimiza-
ción. 
Empleando 50 mL de vinaza pretratada al 25
% v/v con pH ajustado a 6,5 en matraces de cul-
tivo celular de 250 mL, se procedió a inocular 20
mL de extracto crudo manteniendo todas las con-
diciones establecidas. Las variables de respuesta
para  evaluar  el  biotratamiento  fueron:  decolora-
ción  (%),  DQO  (mg/L),  pH  y  fenoles  (mg/L).
También se  reporta  la actividad volumétrica (U/
L). Los ensayos se realizaron por triplicado en dos
tiempos, al inicio y al final del proceso de fermen-
tación establecido de acuerdo con el resultado del
experimento de optimización.
Resultados
Optimización de las condiciones de cultivo
para la producción de lacasa
La tabla 2 muestra el plan de muestreo según el
diseño de Box-Behnken. Se realizaron 13 experi-
mentos aleatorizados en los que la variable de res-
puesta  fue  la  actividad  volumétrica  (U/mL).  El
modelo cuadrático propuesto para explicar la pro-
ducción de lacasa en función de los factores selec-
cionados  fue  optimizado  mediante  una  transfor-
mación potencia. El análisis estadístico mostró al-
gunos factores no significativos (p>0,05) los cua-
les se eliminaron del modelo. El modelo reducido
resultante se expresa en forma codificada de la si-
guiente manera:
Y0,05=1,14+0,025A+0,013B-0,096C+0,12AC-0,13A2- 0,090B2
La tabla 2 muestra los resultados reales y de
predicción a partir del modelo y la tabla 3 resume
el análisis estadístico. Se observa en esta tabla que
el efecto lineal de los factores tiempo de fermen-
tación (A) y relación C:N (B) no fue significativo,
sin embargo resultaron significativos sus efectos
cuadráticos por lo cual se conservaron dentro del
modelo. El tiempo tiene un efecto de interacción
significativo con el  factor  nivel  de Cu+2 (C).  El
nivel de Cu+2 tiene un efecto individual significa-
tivo sobre la actividad de lacasa.
Se obtuvo un R2=0,953 y un valor p<0,05 por
lo cual el modelo cuadrático reducido con  trans-





1 0 0 0 1,14 1,14
2 +1 +1 0 1,01 0,96
3 +1 0 -1 1,00 1,02
4 +1 -1 0 0,94 0,94
5 0 -1 -1 1,12 1,14
6 0 -1 +1 0,96 0,95
7 0 0 0 1,15 1,14
8 0 +1 -1 1,16 1,16
9 0 +1 +1 0,93 0,97
10 0 0 0 1,17 1,14
11 +1 0 +1 1,04 1,06
12 -1 -1 0 0,89 0,89
13 0 0 0 1,16 1,14
Tabla 2. Plan de muestreo y resultados según el diseño de Box-
Behnken para la optimización de condiciones para la producción
de lacasa. [Cu+2]= mM; Y= actividad de lacasa (U/L).
Table 2. Box-Behnken design plan and results of the optimization






 medios F Pr > F
Modelo 6 0,120 0,020 20,54  0,0009
Residual 6 5,820 x 10-3 9,699 x 10-4
Lack of fit 3 5,184 x 10-3 1,728 x 10-3 8,16 0,0592
Error 3 6,354 x 10-4 2,118 x 10-4
Total corregido 12 0,130    





medios F Pr > F
A-días 1 1,642 x 10-3 1,642 x 10-3 1,69 0,2409
B-C:N 1 1,056 x 10 -3 1,056x10-3 1,09 0,3369
C-[Cu+2] 1 0,037 0,037 37,76 0,0009
AC 1 0.018 0,018 18,39 0,0052
A2 1 0.033 0,033 33,61 0,0012
B2 1 0.024 0,024 24,90 0,0025
Tabla  3. Análisis  estadístico  para  el  modelo  cuadrático
reducido/transformación potencia.
Table 3. Statistical analysis  for the power transformed reduced
quadratic model.
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formación potencia resultó significativo y explicó
en un 95,3% la variación observada. La falta de
ajuste  resultó  no  significativa  (p>0,05)  lo  cual
sugiere que el modelo fue adecuado para explicar
la relación entre la variable de respuesta (activi-
dad volumétrica de lacasa)  y las  variables inde-
pendientes.  Así  mismo  se  observa  que  no  hay
otros  factores  que  deban  ser  incluidos  en  el
modelo matemático.  
El  coeficiente del  factor  codificado (C) tiene
signo  negativo;  esto  significa  que  la  respuesta
aumenta a medida el nivel de cobre disminuye. El
coeficiente del factor codificado (AC) es positivo
y mayor en magnitud que el coeficiente del factor
codificado (C); esto indica que el efecto de inte-
racción entre el factor tiempo y el factor nivel de
Cu+2, tiene una mayor contribución sobre la varia-
ble de respuesta que el factor individual nivel de
Cu+2. 
La figura 1 muestra los gráficos de superficie y
de  contorno  (Figura  1A y  1B  respectivamente)
para la actividad volumétrica de la lacasa en fun-
ción  del  factor  tiempo  y  nivel  de  Cu+2,  mante-
niendo la tercera variable (C:N) fija en el nivel 0. 
Figura 1. Gráfico de superficie (A) y de contorno (B) para la actividad volumétrica de la lacasa en función de los factores días y nivel de
Cu+2 (mM), manteniendo el tercer factor (C:N) fijo en el nivel 0. Gráfico de superficie (C) y de contorno (D) para la actividad volumétrica de
la lacasa en función de los factores días y relación C:N, manteniendo el factor nivel de Cu+2 (mM) en el nivel 0.
Figure 1. Surface (A) and contour (B) plots for the laccase volumetric activity as a function of time (days) and Cu+2 concentration (mM). The
third factor (C:N) is fixed at zero level. Surface(C) and contour (D) plots for the laccase volumetric activity as a function of time (days) and
C:N ratio. The third factor (Cu+2 concentration mM) is fixed at zero level.
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El efecto lineal del nivel de Cu+2 se observa en
el gráfico de superficie (Fig. 1A). También es evi-
dente a partir del gráfico de superficie, el efecto
cuadrático negativo del factor  tiempo. La forma
elíptica del gráfico de contorno  (Fig. 1B) ilustra
la interacción significativa entre las variables. Se
obtiene una mayor respuesta en una región alrede-
dor del punto medio del rango de estudio estable-
cido para el factor tiempo (alrededor de 20 días) y
niveles de Cu+2 menores a 0,5 mM.
La figura  1 también  muestra  los  gráficos  de
superficie y de contorno (Figs. 1C y 1D respecti-
vamente)  para  la  actividad  volumétrica  de  la
lacasa en función de los factores tiempo y relación
C:N, manteniendo el nivel de Cu+2 en el nivel 0.
La forma del gráfico (Fig. 1C) muestra el efecto
cuadrático  negativo  de  ambos  factores  el  cual
tiene una mayor contribución sobre la variable de
respuesta que sus efectos individuales. El gráfico
de contorno (Fig. 1D) muestra la ausencia de inte-
racción entre estas variables. Se obtiene una mejor
respuesta alrededor de los puntos medios de cada
factor. 
Las condiciones óptimas para la producción de
lacasa obtenidas a partir del menú de optimización
del software Design Expert® v 10.0.1.0 (Stat Ease
Inc. USA) con un criterio de deseabilidad de 1,00
se observan en la figura 2. En estas condiciones se
obtuvo un valor  de predicción para la  actividad
volumétrica de 30.90 U/L.
Biotratamiento de vinazas
La actividad volumétrica del extracto crudo obte-
nido, aplicando las condiciones establecidas por el
modelo (nivel de cobre 0,49 mM, 20,96 días de
fermentación  y  relación  C:N  de  21,97),  mante-
niendo  el  resto  de  las  condiciones  fijas  fue  de
29,23 U/L, un valor cercano al valor obtenido con
la  predicción.  En  condiciones  no  optimizadas,
aplicando la misma metodología de cultivo, la ac-
Parámetro t0 t20,96
pH 6,50 6,57
Actividad (U/mL) 0 243,29
DQO (mg/L) 25 814 ± 800 13 853 ± 533
Fenoles totales (mg/L) 56,93 14,81
% de decoloración - 52,87
Tabla 4. Parámetros de calidad de agua residual y actividad de
lacasa en el medio con vinaza: t0 antes del biotratamiento, t20,96
después del biotratamiento.
Table 4. Residual water quality parameters and laccase activity in
vinasse media: t0 before biotreatment, t20.96  after biotreatment.
tividad volumétrica fue de 10,21 U/L (no se mues-
tran datos). 
La  tabla  4  resume  el  resultado  del  biotrata-
miento de la vinaza y de la actividad enzimática
producida  en  el  medio  de  fermentación  tratado
con el extracto crudo. El tiempo t0, corresponde al
contenido del reactor, es decir vinaza tamponada
diluida al 25% en agua desionizada, luego de adi-
cionar el extracto crudo. 
La actividad de lacasa en el medio fue significati-
vamente mayor en el medio con vinaza que en el
medio basal ensayado en la optimización; este es
un  resultado  esperado  debido  al  efecto  de  la
vinaza  y  sus  componentes  sobre  la  producción
enzimática en el medio de reacción (Tapia-Tussell
et al. 2015). El pH registró un aumento de 6,50 a
6,57, lo cual es deseable en términos de los valo-
res de pH aceptados para muestras de agua resi-
dual de acuerdo con la normativa (Gaceta Oficial
Digital  2019).  Respecto  a  la  carga  orgánica  se
muestra un 46,33% de reducción del DQO. Los
fenoles  mostraron  una  reducción  73,98%,  y  la
decoloración  fue  de  52,87%.  En  la  figura  3  se
muestra la diferencia de color del contenido de los
reactores antes y después del biotratamiento.
Discusión
Diversos  estudios  sobre  producción  de  enzimas
lignolíticas  y  capacidad  de  biodegradación  de
Figura 2. Condiciones óptimas para la producción de lacasa por T. villosa obtenidas con el modelo (Deseabilidad = 1,00). 
Figure 2. Optimal conditions for laccase production by T. villosa predicted by the model (Desirability = 1.00).
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Figura 3. Contenido de los reactores. A: t0 vinaza centrifugada y tamponada, diluida al 25% v/v con inóculo; B: t20,96 después de 20,96 días. 
Figure 3. Reactors´contents. A: t0 buffered and centrifuged vinasse 25%v/v with inoculum; B: t20.96 after 20.96 days.
contaminantes  por  el  género  Trametes y  otros
hongos lignolíticos evidencian la importancia de
la prospección de la actividad enzimática para el
desarrollo de bioprocesos de micorremediación y
valorización  de  residuos  (Machado  et  al. 2005,
Yamanaka  et al. 2008, Selvam  et al. 2012, Silva
et al. 2014). La transición efectiva hacia mayores
escalas de aplicación requiere de la información
obtenida dentro de la escala de laboratorio.  Para
ello,  los  diseños  de  superficie  de  respuesta  son
una herramienta útil que permite analizar en para-
lelo las variables independientes que inciden en la
producción enzimática, de biomasa o en el cambio
de alguna característica del residuo, maximizando
recursos económicos y el tiempo de los procesos
(Zhang et al. 2012, Silva et al. 2014, Mohamad et
al. 2015, Aragão et al. 2020). 
El diseño de Box-Behnken aplicado a los datos
de actividad enzimática permitió la optimización
de las condiciones de cultivo estudiadas, la des-
cripción de la relación entre las variables indepen-
dientes y entre  éstas  y  la  variable  de respuesta.
Por otro lado, la  validación del  modelo produjo
resultados muy cercanos a los valores de predic-
ción.  En  condiciones  no  optimizadas  se  obtuvo
una actividad volumétrica de 10,21 U/L por lo que
los  resultados  de  la  optimización  (29,23  U/L)
representan  un  aumento  en  la  producción  de
lacasa de 2,86 veces.
Las  condiciones  de  cultivo  son  importantes
para la producción de enzimas extracelulares. La
producción de lacasa depende del pH, de la tem-
peratura, de la aireación, del tiempo de fermenta-
ción y de la  composición del  medio entre  otros
factores (Brijwani et al. 2010, Zhang et al. 2012,
Bertrand et al. 2013, Zhu et al. 2016). El tipo de
fuente de carbono y de nitrógeno y la proporción
óptima entre éstos ha sido estudiado en distintas
especies  (Wu  et  al. 2004,  Asgher  et  al. 2012,
Montoya & Levin 2015). Si bien es aceptado el
hecho  de  que  una  proporción  elevada  de  C:N
favorece la producción de lacasa en distintos basi-
diomicetos, varios reportes evidencian el aumento
en la producción de lacasa en medios en los que la
concentración de nitrógeno no es limitante (Vis-
wanath et al. 2014).   
En este estudio, se optimizó la proporción C:N
evaluando tres niveles: 10:1, 20:1 y 30:1. El nivel
óptimo de 21,97:1 establecido en los experimen-
tos  de optimización coincide con estas  observa-
ciones. 
La relación C:N no presentó interacciones sig-
nificativas con las otras dos variables evaluadas.
Su efecto cuadrático fue significativo y negativo
(Tabla 3). La actividad enzimática aumenta a par-
tir de 10:1, alcanza un valor máximo y desciende
hacia relaciones C:N más altas (Figs. 1C, D).
El cobre divalente es un micronutriente esen-
cial para distintos procesos celulares y su efecto
inductor  sobre  la  producción  de  lacasa  ha  sido
estudiado en varias especies de hongos macroscó-
picos  (Bertrand  et  al. 2013,  Bettin  et  al. 2014,
Wang Q.  et al. 2018, Wehaidy  et al. 2018). Se
reporta además, que cantidades excesivas de cobre
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divalente pueden resultar tóxicas para estos orga-
nismos (Wang Q.  et al. 2018). La producción de
lacasa en respuesta a la presencia de cobre (II) se
relaciona con el rol de detoxificación de este com-
plejo multienzimático extracelular (Bertrand et al.
2013)  y se  ha  estudiado la  inducción de ciertas
isoenzimas (Piscitelli  et al. 2011, Wang Q.  et al.
2018). Elsayed et al. (2012) evaluaron el efecto de
distintos niveles de cobre sobre la producción de
lacasa por una cepa de Pleurotus ostreatus (Jacq.
ex Fr.) P.Kumm. cultivada en medio mínimo basal
con 50 µM de CuSO4 y encontraron que la adición
de 100 µM de CuSO4 aumenta la actividad volu-
métrica  con  respecto  al  medio  mínimo  basal.
Wang  Q  .et  al. (2018)  evaluaron  el  efecto  del
cobre sobre la actividad de la lacasa producida por
una cepa de Trametes sp. cultivado en caldo papa
dextrosa, encontrando que la mejor concentración
de cobre divalente fue 2,5 mM. Bakkiyaraj  et al.
(2013) reportan que para  Trametes hirsuta (Wul-
fen) Lloyd cultivado en medio mínimo basal con
1 mM de CuSO4, la suplementación con cantida-
des de hasta  1 mM producen un aumento en la
producción de lacasa. 
Algunos autores han encontrado que los efec-
tos del cobre divalente no solamente dependen de
la dosis sino del momento en el que se suplementa
el medio de cultivo (Zhu et al. 2016). De acuerdo
con el  diseño  aplicado en este  trabajo,  la  única
variable evaluada fue la dosis y la suplementación
se adicionó al inicio de la fermentación. 
En el presente estudio, el efecto individual del
cobre fue significativo y negativo, lo cual indica
que la actividad aumenta con la disminución de
sus niveles. Este factor presentó una interacción
significativa con el factor tiempo, el cual indivi-
dualmente presentó un efecto cuadrático negativo.
Para valores de cobre por debajo de 0.5 mM el
factor días aumenta hasta un valor máximo para
luego disminuir  hacia  el  límite  superior  estable-
cido  para  este  factor.  La  actividad  lacasa  se
expresa  generalmente  como  parte  del  metabo-
lismo secundario del hongo (Yang et al. 2017).  El
perfil de variación de lacasa en función del tiempo
en  general,  muestra  un  incremento  progresivo
hasta la obtención de un valor máximo y esta acti-
vidad puede caer o bien no variar. La expresión de
lacasa y sus isoenzimas está regulada de manera
diferencial a través del proceso de fermentación, y
responde  a  los  factores  discutidos  previamente,
entre ellos los niveles de iones como el Cu+2. La
interacción entre los días de cultivo y el contenido
de  cobre  se  explican  en  términos  del  papel  del
cobre en la inducción de esta enzima así como en
la estabilización estructural, lo cual también con-
tribuye con la  actividad enzimática (Yang  et  al.
2017).
La producción de lacasa fue mayor en medio
con vinaza que en medio primario (Tabla 4). Este
resultado es de esperarse ya que los fenoles pre-
sentes en la vinaza pueden actuar como inductores
enzimáticos (Strong 2011). Los fenoles tienen una
relación  estructural  con  la  lignina,  el  sustrato
natural de estas enzimas, y juegan un papel impor-
tante en la producción de lacasa en hongos ligno-
líticos.  Tapia-Tussell  et  al. (2015)  realizaron  un
análisis del efecto inductor de distintos compues-
tos  fenólicos  en  la  transcripción  de  genes  de
lacasa en la cepa Trametes hirsuta Bm-2 y confir-
maron que el efecto de inducción está relacionado
con la  estructura química del  derivado fenólico.
Diversos  estudios  evidencian  la  posibilidad  de
valorización de la vinaza mediante su utilización
como  medio  principal  o  como  suplemento  en
medios de fermentación para la producción lacasa
a partir de cepas de hongos lignolíticos, lo cual a
su vez genera opciones de biotratamiento de este
residuo (Saglam et al.  2018). Los resultados obte-
nidos en el presente trabajo coinciden con estas
evidencias.
El biotratamiento de la vinaza a una dilución
del 25% presentó una disminución de la DQO, del
contenido de fenoles y del color. Estos resultados
coinciden con varios estudios de biotratamiento,
en los que se  reporta  un mejoramiento en estos
parámetros  al  final  del  período de  fermentación
cuando  se  utilizan  hongos  lignolíticos  (España-
Gamboa  et  al. 2015,  Tapia-Tussell  et  al. 2015,
Tapie 2015, Junior et al. 2020). 
Puesto que la vinaza es un medio complejo, se
debe profundizar en el diseño metodológico para
el biotratamiento de vinazas con T. villosa. Tanto
los factores fisicoquímicos como los factores bio-
químicos  asociados  a  la  fermentación  requieren
ser ajustados para este medio. Este constituye un
estudio preliminar, ya que se optimizaron las con-
diciones tomando como punto de partida el medio
basal para basidiomicetos. Se recomienda la apli-
cación de un diseño de cribado para la selección
de  factores  relevantes  en  presencia  de  vinaza
como  paso  previo  a  la  optimización;  de  esta
manera se podrá conocer los factores que contri-
buyen significativamente con la producción enzi-
mática en presencia de vinaza.
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